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INTRODUCCIÓN
La capacidad del linfocito para reconocer
proteínas propias y extrañas y relacionarse con otras
células es fundamental en la función del sistema inmune. La
estructura mediante la cual el linfocite T reconoce al
antígeno es el llamado receptor de la célula T (TCR) (1). Al
igual que otras muchas moléculas de la superfioje de los
linfocitos que sirven para relacionarlos con el medio
exterior o con otras células, el TCR pertenece a la
superfamilia de las inxnunoglubulinas (Igs) (2>. La
configuración de estas moléculas es similar en todas ellas
y esté formada por una serie de cadenas que se pliegan sobre
si mismas para formar la estructura que se relaciona con el
exterior Ca>.
Una de las primeras moléculas en conocerse
bien, y que da el nombre a este grupo de proteínas, fueron
las inmunoglobulinas (Iga) que son los receptores del
linfocito E (4). Las Iga están formadas por dos cadenas
2pesadas y otras dom ligeras cada una con sus porciones
variables y constantes <5). La unión de la zona variable de
una cadena pesada con la zona variable de otra ligera forma
el sitio de reconocimiento del antígeno (6). Las Ige son
producidas por ~l linfocito a y se vierten al medio donde
reconocen al antígeno en forma soluble.
Se supuso que también el linfocito T tendría
su receptor para e]. antígeno, pero no fue hasta 1982 cuando
se aisló y se donaron los genes que codifican sus cadenas
<1,7,8). Pronto se vio que era un heterodimero compuesto por
dos cadenas llamadas a y 8, unidas por puentes disulfuro. En
ambas cadenas existen una serie de zonas codificadas por
distintos genes y que constituyen la región constante y la
región variable de las cadenas, Nuevamente la unión de ambas
zonas variables crea una estructura que es precisamente la
zona mediante la cual el linfocito T reconoce al antígeno
<9). Cada una de estas cadenas está codificada por una serie
de genes denominados V <variable), J (de unión), D
(diversidad> (este último sólo para las cadenas 8) y O
(constante), dependiendo de las regiones de la cadena que
codifican (10,11, rey, en 9>. Existe un número variable de
genes y, ~ y O, normalmente entre 50 y 100, que una vez
reordenados se combinan de distintas maneras y se unen a la
parte constante de la cadena, dando lugar a una gran
diversidad de moléculas distintas (12>.
A diferencia de las Igs, el TCR es una
3estructura fija en la célula que no se vierte al medio. Es
capaz de reconocer al antígeno siempre que sea presentado
por otras células llamadas células presentadoras de antígeno
<13). Estas células presentadoras tienen entre sus funciones
la misión de metabolizar en parte al antígeno para que pueda
ser reconocido por el linfocito a través del TCR ya que no
es capaz de reconocer al antígeno soluble como le ocurre al
linfocito E <14).
Existe una gran diversidad de TCRs, uno por
cada antígeno conocido. Esta gran variación traerla consigo
la necesidad de una enorme información genética y sin
embargo los genes que codifican estas estructuras no ocupan
demasiado espacio en los cromosomas. Como en el caso de la
Igs, el TOR tanto para las cadena a y fi como t y 6,
consiguen esta variación gracias a la reordenación de los
genes que codifican los segmentos y, D, .1 y C para dar lugar
a genes funcionales que constituyen el llamado repertorio de
la célula T (12,15),
Pero el TCR es sólo un receptor que reconoce
al antígeno. La molécula que se encarga de transmitir la
señal al interior de la célula para poner en marcha los
mecanismos de activación se vio que era el complejo conocido
como COS (7,16). Esta molécula se encuentra invariablemente
unida al TOR y por lo tanto la expresan todos los linfocitos
T pero no los E. También pertenece a la superfanilia de las
Igs y estí formada por al menos cinco cadenas que son las
4encargadas de generar las reacciones químicas que ponen en
marcha la activación de la célula <16).
Más tarde se describieron otra serie de
moléculas perteí~ecientes también a la superfainilia de las
Igs y que eran de gran importancia en la función del
reconocimiento del antígeno. Entre estas, las moléculas CD4
y CDB dividieron a los linfocitos T extratiniicos en dos
subpoblaciones mutuamente exoluyentes y con distintas
características funcionales (17). A los linfocitos CD4+ se
les atribuyó una acción cooperadora en la producción dc 193
por las células 5 y se les llamó linfocitos T cooperadores.
Por el contrario, los CDE+ se ha visto que tienen una
función supresora unida a la capacidad de lisar a otras
células cuando están activados y son los linfocitos T
citotóxicos/supresores (18).
Aunque hoy día se sabe que la especialización
en la función de estos linfocitos no es tan clara se los
sigue dividiendo en respecto a estas dos moléculas. Se ha
podido comprobar que las proteínas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) también juegan un papel esencial
en el reconocimiento del antígeno (19,20). Loa linfocitos T
reconocen al antígeno presentado por el MMC da las células
presentadoras de antígeno. Los linfocitos CD4+ reconocen al
antígeno en relación con las molécula MHO tipo II (19>
mientras que los linfocitos CDBt lo hacen con las moléculas
MMC tipo 1 (20). Probablemente en la forma de reconocer al
5antígeno radique la diferente función de los linfocitos T.
Los linfocitos T de sangre periférica son
portadores en su mayoría de las moléculas accesorias 004 o
COS. Sin embargo, un pequeño porcentaje de alrededor del 3*
del total de las células periféricas mononucleares (flMc) no
expresa ninguno de estos marcadores y a estos linfocitos T
CD3+CD4-CDS- se les ha llamado linfocitos doble negativos
(eN) <21—23). Por una serie de razones, entre las que se
encuentran el pequeño porcentaje de estas células en sangre
periférica y otros tejidos, y el hecho de su reciente
descripción, los linfocitos OH no han sido estudiados con
tanta profundidad.
En el desarrollo ontogénico de los linfocitos
T hay un momento en el cual las células que pueblan el timo
son portadoras del fenotipo DM CDS+C04-CDS- pero evolucionan
hacia la madurez expresando las moléculas C04 o 008 y
abandonando el timo como células maduras (24>. El origen de
los linfocitos OH lo discutiremos más adelante, pero parece
fuera de toda duda que también son células maduras y por lo
tanto deben desempeñar un papel especifico en la respuesta
inmune (25).
Recientemente se ha visto que existe además
otro TOE formado por unas cadenas distintas a las aB
(26,27>. Se sabia que había un gen denominado 6 que se
expresaba en las primeras fases del desarrollo ontogénico de
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los linfocitos pero no se había encontrado su expresión en
las células maduras (28>. Lanier 1986 y Brennen 1986 (26,27)
de forma separada y casi al mismo tiempo describieron que
existí a una subpoblación de linfocitos maduros portadores de
un TOR con cadenas diferentes a las aB y que llamaron té.
Más tarde se vio que estas células no sólo se encuentran
presentes en sangre periférica sino también en todos los
órganos linfoides en cantidades variables entre el 1—10%
(22,23,29-33, rey, en 33>.
La distribución del ‘roRtó entre la población
de linfocitos es diferente a la que tiene el TCRaB. Mientras
que casi todos los linfocitos Cfl4+ y la mayoría de los CDS+
expresan el TCRaB, el TCRí¿ es expresado por alrededor del
25% de lo linfocitos CD8+, un mínimo porcentaje de
linfocitos CD4. y por el 78% de los linfocitos SN <30) . Por
lo tanto, la población de linfocitos ON está formada por dos
grupos, uno de linfocitos ONté que constituye
aproximadamente el 75% de la población, y el otro, formado
por un 25%, y que son linfocitos DNafl (22,23>. La molécula
accesoria CD3 es común para ambos tipos de receptor <7,16).
El papel que los linfocitos SN, a~ o té,
desempeñan en el entramado de la respuesta inmune no está
completamente dilucidado. La capacidad supresora o
estimuladora, - su relación con otros linfocitos, el
reconocimiento del antígeno en asociación al MMC clase 1 0
clase xx, la capacidad citotóxica y todas las
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características funcionales tan bien descritas en los
linfocitos 004+ o CDS+, no están del todo estudiadas en
estas células y constituye el campo actual de trabajo de
numerosos investigadores.
Se sabe que el linfocito té tiene un escaso
repertorio, a diferencia de lo que ocurre con el cB~CR (34).
En sangre periférica, por ejemplo, la mayoría de los
linfocitos té muestra un ‘lCR con el segmento Vtg en
asociación con el segmento V62 (35). Es como si existiera
una expansión clonal. Por otro lado, algunos investigadores
han encontrado que los linfocitos té reconocen y reaccionan
ante las proteínas del estrás (hsp), expresadas en aquellas
células alteradas por diferentes estímulos nocivos (36>. Por
último, se ha encontrado una peculiar distribución de las
células té en los epitelios mucosos de algunas especies como
el ratón (33). Todos estos datos han llevado a pensar que
los linfocitos ONté juegan un papel importante en la
vigilancia inmune actuando como una primera línea de defensa
frente a la agresión <37).
Algunos de los linfocitos DN tienen un
desarrollo ontogénico fuera del timo y por tanto existe la
sospecha de que no han sido sometidos a los mecanismos de
selección natural que garantizan el reconocimiento de las
propias estructuras y la no reactividad frente a antígenos
del propio individuo <38). Este aspecto tiene implicaciones
muy importantes pues en situaciones patológicas en las que
8exista una alteración en la regulación inmune, estas células
pueden tener capacidad autoreactiva y estar envueltas en
procesos de autoininunidad.
En este sentido, en el lupus eritematoso
sistés,ico (LES), una enfermedad caracterizada por una roture
de la tolerancia del sistema inmunitario hacia los antígenos
del propio individuo <39>, se ha visto que la población de
linfocitos DNa~ está aumentada (40). AsimismO. se han
encontrado clones celulares derivados de linfocitos flNtt o
DNa~ de estos pacientes con un claro comportamiento
autoreactivo pues son capaces de aumentar la producción de
anticuerpos anti-DNA <41). Por otro lado, en los ratones
autoinmunes t4RL lpr/lpr, que desarrollan de forma espontanee
una enfermedad bastante parecida al LES humano y que se
estudia como una forma experimental de esta enfermedad,
también existe una enorme expansión de las células DNa~
(42). En otro tipo de enfermedad autoinimune humana como es
la artritis reumatoide (AR>, las células té se encuentran
anormalmente elevadas (43).
9JUSTIFICACIÓN
Todos estos datos sugieren que la población
de linfocitos OH desempeña un papel todavía no conocido en
la regulación inmune.
Como sea que en las enfermedades autoinmunes
existe una profunda alteración de esta regulación que se
pone de manifiesto por el hallazgo constante de células
autoreactivas y de una excesiva producción de anticuerpos
contra las estructuras del propio organismo, y que por otro
lado, se han encontrado alteraciones cuantitativas y
cualitativas de la población de células ON en estas
enfermedades, es por lo que hemos pensado que los linfocitos
0W pueden tener un protagonismo importante en la regulación
de la formación de anticuerpos. El estudio de la función
reguladora da los linfocitos DM sobre la producción de
anticuerpos por las células B a través de la interacción de
los linfocitos CD4, ha sido el motivo principal de este
trabajo.
‘o
OBJETIVOS
-Estudiar la capacidad reguladora de los linfocitos
CD3+CD4-CDS— (Doble negativos> en personas sanas
en relación con la producción de inmunoglobulinas
dependientes de la célula T.
- Determinar la diferencia que existe entre
linfocitos OH en reposo y activados en
referente a esta capacidad reguladora.
los
lo
Determinar las diferencias
regulación de la producción
subpoblaciones ~a~ o Té)
linfocitos OH.
que existen en
de Igs entre las
que componen
-Estudiar las características funcionales de las
células ON en cultivo, en lo referente a la
capacidad de proliferación, comparándolas con
otras poblaciones conocidas de linfocitos.
la
dos
los
- Determinar si el fenotipo de los linfocitos ON se
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modifica tras la estimulación en lo referente a la
expresión del ‘lCR y de las moléculas 004 y 008.
-Determinar si la capacidad reguladora de los
linfocitos OH necesita del reconocimiento del MHO,
al igual que otras funciones de los linfocitos.
-Verificar la función de las células nulas CD3-CD4-
008- en lo referente a la producción de
inmunoglobulinas y determinar si esta población
celular tiene capacidad supresora.
-Determinar si el efecto supresor anteriormente
descrito para los linfocitos 008+ depende en
alguna medida de su interacción con las células
DN.
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MATERIAL
Y
MÉTODOS
Anticuemos monpclpnales
En estos experimentos se han utilizado los
siguientes anticuerpos monoclonales (AcM).
Para los cultivos, separación de células por.
citofluorografla y separación por medio de cuentas
inmunomagnéticas • se han utilizado los sobrenadantes de
cultivos de hibridomas de ratón productores de anti-CD2,
subtipos GtZ (cedido por A,Eernard> <44) y OXT-ll <ATCC,
Bethesda, Maryland), anti-CD4 408.1 <w.Stohl), anti-CDS
284,1 (W.Stohl) anti—CD3 454 (W. Stohl) (16), anti-C016 308
(3. Unkeless), antí-COSO NRM-l (Coulter immunology>, asti—
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CD11b 010.1—1 (ATCC> and antí-BLA DR (0074) L—243 (MCC) y
antí-Fra <anti-IgG2 isotipo) (D•Posnett> (45>.
También se han usado los siguientes AcM
purificados: antí-CDé (Leu 3), anti-CDS (Leu 4), antí—ODS
<Leu—2), antí—COES (Leu 19), anti-Cu20 <Leu 16> y antí—
receptor c~ (WT-31) conjugados, o no, con fluoresceína o
ficoeritrina y adquiridos a Becten Dickinson (Mauntain View,
California). El anticuerpo contra el receptar té de la
célula T, antí-TCRól, fue amablemente proporcionado por el
Dr. E. Modlin (UCLA, Los Angeles, USA) (46>. El anticuerpo
antí-receptor ap fue amablemente proporcionado por el Dr.
gurrle (Behring,qerke Research Laboratories, Marburg/Labn,
West Germany) (47). Estos Oltimos ~cm se han usado para la
separación celular y para analizar el fenotipo de las
diferentes subpoblaoiones celulares. Por último, se ha usado
un AcM de cabra antí-ratón marcado con fluoresceína (Cal
Tag, South San Francisco, California) como segundo
anticuerpo.
Subnoblaciones celulares
Las células mononucleares de sangre
periférica (PBMo> se han obtenido a partir de muestras de
sangre total heparinizada, obtenida por venopunción, o de la
banda de centrifugación de las células blancas (buffy coat>
de unidades de sangre procedentes de donantes sanos
(preparación de leucocitos). Después de centrifugar la
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sangre contra un gradiente de Eiooll-Hypaque <Nycomed, Oslo,
Noruega>, las PSMO se lavaron dos veces en PBS y a
continuación se resuspendierori en medio completo (MC>
compuesto por RPMI 1640 con 10% de suero fetal de ternera
(Irvine Ecientifio, Santa Ana, California>, 2 Mm de L-
glutamina (Irvine Scientific), 100 U/ml de penicilina y 100
ug,1m1 de estreptomicina (Irvine Scientific> a la
concentración de l0’/ml. De esta población de PBMC se
obtuvieron las diferentes subpoblaciones celulares de la
siguiente Lerna:
a. - LinfocitOs CD3.054-CflS- (DN~
Las PENO obtenidas anteriormente se
añadieron a una columna de nylon-lana. Después de
incubarías durante 1 hora a 37* C, 5% C02, 95%
humedad relativa, la fracción de células no
adherentes se centrifugó contra un gradiente de
Percolí al 62.5% (Phantacia, Uppsala, Suecia) para
eliminar los eritrocitos contaminantes. A
continuación se tifió la superficie (ver ¡sas abajo
tinción del fenotipo) con AcM anti-C04, CD8, CD1G.
NKH-1 y anti-DR y se hizo una separación negativa
por citometria de flujo, según se describe en otro
apartado. Para eliminar las células ONíS se afladió
antí-fil al cóctel de AcM anteriormente descrito.
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En los experimentos en los que se usaron
células 0W previamente activadas con
interleuquina-2 (1L2), éstas se trataron con 1L2
recombinante <Biogen, Westwood, Massachussets)
(ZxlO’ u/mg) lOOu/ml, a 37* 0 durante un periodo
de tiempo entre 2 y 18 horas. Después se lavaron
3 veces con PBS para eliminar toda la 1L2 antes de
incorporarlas a los cultivos. Así se obtuvieron
las células preactivadas DN-1L2.
b. - Linfocitos 004+
Una parte de las células no adheridas a
la columna de nylon-lana se tiñó con anti-CD8,
0016, 0056 y antí-OR y se incubaron con cuentas
inmunomagnéticas <flynal, Oslo, Noruega) (ver más
abajo separación con cuentas inmunomagnéticas>
durante 30 minutos a 400, agitando frecuentemente,
y a continuación se separaron las células
positivas con un imán. Esta separaoión se repitió
al menos 2 veces en cada experimento. La fracción
negativa constituye la subpoblación de linfocitos
CD4+,
c. - Linfocitos CD8+
El metido de obtención es exactamente
igual que el utilizado para obtener los CD4+
16
cambiando el AcM antí-COS por anti-CD4.
d ‘ - Lin199IS~L.i
Para obtener los linfocitos 5, se
extrajo el nylon-lana de la columna, se deshizo
con unas pinzas y se lavó varias veces con PBS
recogiéndose las células adheridas. Se lavó dos
veces con PBS y a continuación se resuspendieron
en MC. Posteriormente se centrifugó contra un
gradiente de Percolí al 42.5% (Pharmacia> para
eliminar los monocitos que permanecen en la
interfase.
El precipitado de células se incubo con
eritrocitos de carnero previamente tratados con
AE’l (2-aminoethyl-isothio—uronium bromide
hydrobromide) <Sigma) para que formen rosetas, y
mediante centrifugación contra un gradiente de
Ficolí se obtuvo la fracción negativa (E—> que
queda en la interfase (48,49). Esta fracción E— se
trató entonces con una solución 40 Mm de LME <L—
leucin-metil-ester) (Sigma) (50) durante 30
minutos a 37 OC para usar monocitos y células NR,
y a continuación se lavé con PBS fríe 3 veces para
eliminar completamente los restos de LHE. Los
linfocitos B así obtenidos se resuspendieron en MC
a una concentración de 10’ células/mí,
11
En LOS eXperimentos en los que se usaron
células 5 activadas, los linfocitos 5 se trataron
con paredes celulares de E.aureus fijadas con
for,talina <SAO> <Gibco-BRL, Gaithersburg,
Maryland) a concentraciones de 1/20.000 o 1/40.000
y se cultivaron en una placa de cultivo con fondo
plano de 24 pozos (F’low ¡abs, McLean, Virginia>
con 2 ml de MC durante 18 horas, a 37*0 y 5% de
002. Después de ese tiempo se puede ver como las
células E han formado pequeños acúnulos si la
estimulación ha tenido éxito. A continuación se
lavaron 3 veces con PEE antes de ponerlas en
cultivo con otras células y se resuspendieron en
MC a una concentración de íO células/mí,
obteniéndose así los linfocitos preactivados o
Sao-E.
e. - Células 0D3—cn4-cDA- <Células Nulaul
Estas células se obtuvieron de dos
formas diferentes. La primera, tiflendo las células
de la fracción no adherente a la columna de nylon-
lana con un cóctel de AcM a base de anti’-CD3, CD4,
0DB, CDl6, NKH-l y antí-DIL A continuación se hizo
una selección negativa con cuentas
inniunosagnéticas -
En la segunda forma, el total de PBMC se
‘fi
incubó con eritrocitos de carnero para la
formación de rosetas, como henos explicado
anteriormente, se recuperó la fracción negativa y
se tiñó con el mismo cóctel de AcM y por último se
hizo una separación con cuentas inrnunomagnétícas.
Condiciones de cultivo Sara la Droducción de
insureolobulinas
Las células 004 en número de 2.5x10 se
cultivaron con SilO’ linfocitos E o Sao-E en placas de
cultivo de 96 pozos con fondo plano (Flow Labe). Se
añadieron diferentes concentraciones de células DM o DN—1L2,
habitualmente 10’, 10’, 2.SxlO y 5x10’ células/pozo hasta un
volunen final de 200 ul/pozo. Estos cultivos se estimularon
con una combinación óptima de anti-C02 <OKT-ll al 1/loo y
Gil al 1/50) <51> y se incubaron a 3700, 95% de humedad
relativa y en ambiente de 002 al 5%. Después de 7 días se
recolectaron los sobrenadantes de los cultivos y se
almacenaron a -400 C, hasta su utilización. En algunos
experimentos se añadió lOul de antí-TCRál o anti-FFB a los
cultivos.
Tinción del fenotiso
Las células a teñir se resuspendieron en RPM!
1á40 a una concentración entre l-lOxlO’ células/ml. En una
placa de cultivo flexibl, de p’/~ con 96 pozos de fondo
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redondeado (Dynatech) se pusieron 0.2 ml de la suspensióa de
células (2x10~> en pozos alternativos, se centrifugó para
precipitar las células en el fondo del pozo y se eliminó el
sobrenadante. A continuación se añadieron los AcM en
cantidades suficientes de saturación y se incubó a 4*0 en
agitación continua. Después de 30 minutos se lavaron las
células 2 veces con PSE y se abadió, en el caso de que el
primer AcM no estuviera conjugado, el segundo ACM de cabra
antí-ratón marcado con fluoresceína <Cal mg) y se incubé
nuevamente en las mismas . condiciones. Después de la
incubación se lavó con PSE para eliminar el sobrante de AcM
conjugado y se resuspendió en MC a una concentración de 10
células/ml.
Las células se mantuvieron en la oscuridad a
400 hasta ser analizadas. Si no podían ser analizadas el
mismo día, las células se fijaban en paraformaldeido al 1%
a pH 7.2 hasta durante una semana,
Análisis y separación de células por citometria de Llule
Se utilizó un citofluorógrafo del tipo
FACstar plus (Becton Dickinson, Mountain ‘lev, California)
para analizar y separar las diferentes subpoblaoiones
celulares. Este citómetro de flujo usa un láser de argón que
se utilizó en una longitud de onda dc 488 ma para la
excitación de fluoresceína y de ficoeritrina.
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Una vez teñida la superficie celular con los
distintos AcM como se ha descrito anteriOrmente, las células
fueron resuspendidas en RPMI 1540 con 2% de suero fetal de
ternera y divididas en alícuotas a una concentración entre
de 2~5xl0 células/ml. Se abrió una ventana sobre los
linfocitos, eliminando electrónicamerite con el “forward
light” y el “gOQlight scatter” los monocitos, blastos,
eritrocitos, células muertas y otros restos celulares. Se
separaron los diferentes tipos de linfocitos mediante los
“scatters” de fluorescencia FU. y ELZ, haciendo siempre una
separación negativa, es decir, excogiendo sólo los
linfocitos no teñidos con AcM (52 ) -
Para el análisis del fenotipo, las células
fueron resuspendidas en MC a una concentración de O. lxlO’/ml
y analizadas con el mismo citónetro, de la misma ferina.
Seoaraeión de células nor cuentas inmunoeaenática*
Las células no adherentes eluidas de la
columna de nylon-lana fueron teñidas según se ha explicado
previamente con los AcM específicos según la población a
separar. Se lavaron dos veces con RPM! 1640 con 2% de FCS y
se añadieron cuentas recubiertas con anticuerpo de cabra
anti—lqG de ratón (Dynal) en número de 10 ul de cuentas/lO7
células. Se incubá a 400 durante 30 minutos, agitando
suavemente cada 10 minutos. A continuación se añadieron 5 ml
de RP~ 1640 2% FCS frío y se puso el tubo conteniendo las
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células en un imán durante otros 2 minutOs. Las células en
suspensión se recolectaron cuidadosamente con una pipeta
Pasteur. Este ciclo se repitió al menos 2 veces en cada una
de los experimentos. Con este procedimiento los linfocitos
fueron separados también de forma negativa.
cuantificación de insunoplohulinas
La cuantificación de IgO e IgM se hizo
mediante un ELISA directo de la siguiente forma, según se ha
descrito anteriormente (53). De una forma resumida, una
placa de cultivo de 96 pozos con fondo plano CFlow Labs) se
incubó con anticuerpo de cabra anti-IgG, IgM e IgA humanas
(Zymed, California> a 4QC en bufer carbonato 0.05 mi a Ph
9.6. Después de 18 horas, se añadió PES con 10% de suero
fetal de ternera y se mantuvo 2 horas a 370C, lavándose a
continuación tres veces con CiNa 0.9% y rween 20 0.05%. Se
añadieron los sueros problema a diferentes diluciones y se
cultivó 1 . 5 horas a 37*0. De la misma forma se prepararon
diluciones standard de Igo e IgM procedentes de mieloma
humano <Jackson, California>. Después de la incubación, las
placas se lavaron 3 veces y se incubaron con anticuerpo de
cabra antí-Igo o 1g14 humanas conjugado con HA? (horse radish
peroxidasa conjugated> (Zymed) durante 1.5 horas a 370C. Por
último se reveló con OPD (0—phenylenediamina) (Sigma> en
bufar citrato y se paró la reacción con una solución 6W de
S04E, y por último se sddió la densidad óptica de los
diferentes pozos con un lector óptico (Bio—Rad).
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La equivalencia entre la densidad óptica y
los mg correspondientes de Igs se hizo mediante un análisis
de regresión con el programa Mystat en un computador
Mcímtosh.
Prolí feración
Las células OH o PBMO se cultivaron por
triplicado a una concentración de 10’ células/0.2 ml en NC
en placas de cultivo de fondo plano con 96 pozos (Flow Labs)
a 3700, 95% de humedad relativa y 5% de Co2. Los cultivos
fueron estimulados con PilA 0.5 ug/ml o 1L2 recombinante 100
U/ml <Biogen>. Después de 3 días de cultivo, se midió la
incorporación de timidina a las células añadiendo 1 uCí/pozo
de timidina triflsda [‘HJ <6,7 ti/Mm) (ION radiochemicals,
Irvine, California) y se cultivó durante 18 horas más. A
continuación se recolectaron las células en un filtro de
fibra de vidrio y se midió la radiactividad en un contador
p. El resultado se expresa en cpm.
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RESULTADOS
Orado de pureza de las diferentes noblaciones celulares
El porcentaje de linfocitos DN, definidos por
el fenotipo 003+0134-0DB-, entre las PBMc fue de 3.6% ± 1.9
con un rango entre 0.8-7% entre una población total de 24
donantes sanos que se usaron en estos estudios (figura 1).
Después del proceso de separación, la pureza final de las
células 0W utilizadas en los experimentos de supresión fue
de 87% ±9 con un rango de 83-92% (figura 2). cuando se
determimó el fenotipo de esta población con una combinación
de anti-003, CD4, 008 y antí-fil, el 74* de los linfocitos
cD3+004-CDE- eran cé positivos mientras que el 26* eran 003+
0W aB (tabla 1>,
Invariablemente en esta población purificada
de células DM hubo una pequeña cantidad de células nulas
(CDS-CD4-CDB-> contaminantes que oscilé entre el. 6-9% con
una media de 8% . 1.8. Esta pequeña contaminación fue debida
a que la población de células DM se obtuvo siempre mediante
una separación negativa para no imprimir ninguna posible
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señal de activación a las células con los diferentes AOH
utilizados para la separación
En los primeros experimentos, cuando las
células UN fueron obtenidas directamente de los donantes y
no a través de las preparaciones de leucocitos del banco de
sangre, el porcentaje de células nulas fue siempre muy
superior, tanto entre las diferentes PBMc como al final del
proceso de separación. Las PBMc obtenidas a partir de las
preparaciones de leucocitos de los “buffy coats” siempre
tuvieron un número menor de células nulas (Rivera 3 y
Horwitz U, datos no publicados).
La población de linfocitos 004+, definidos
por el fenotipo 004+008— fue de 86* ±3 (rango 72-96%> y la
población de linfocitos 008+ (C04-0D8+) fue 85 + 4 (rango
82-87%).
La pureza de los linfocitos 5 (0020+003—) fue
del 84% ~ 12 con un rango entre el 51-86%. El análisis del
fenotipo de estas células se hizo 18 horas más tarde de su
obtención debido a que inmediatamente después del
tratamiento con [ME todavía quedan células que aunque no son
viables, siguen manteniendo la forma y por tanto son
analizadas como tales por el citofluorógrafo. Después de ese
tiempo, todas esas células se han destruido por la acción
del [ME y el contaje se hace sólo sobre células viables
(Gray 0, comunicación personal). Los l~nfocitos 5 tratados
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con Sao durante las 18 horas no mostraron diferencias
significativas en el análisis del fenotipo cuando se
compararon con aquellos que no habían recibido dicho
tratamiento.
En la tabla 1 se puede ver un resumen del
fenotipo de las diferentes subpcblaciones linfocitarias
utilizadas en estos experimentos.
Las células nulas fueron 60* + 11 003-004-
008- <rango 52-68*>. La pureza de las células nulas
obtenidas mediante separación con formación de rosetas y
cuentas inmunomagnéticas fue superior a la obtenida
solamente con separación por cuentas (68% vs. 52%) (ver
material y métodos).
Producción de tpo e 1aM por las células E denendiente de los
linfocitos T
En estos experimentos nos henos basado en la
reciente observación hecha en el laboratorio del Dr.Horwitz
de que los linfocitos E pueden servir como células
accesorias a la vez que como células efectoras cuando las
células T son estimuladas con una combinación de anti-CD2 a
base de 0T2 y ORTíl (51). La ventaja que tiene esta forma de
estimulación es que no necesita la presencia de monocitos o
de otras células accesorias, a diferencia de la inducida a
través del complejo 003, y por tanto los resultados y las
4
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diferentes interacciones celulares son más Sencillas y
fáciles de interpretar.
Los linfocitos E o los Sao-a estimulados con
anti-0D2 y dejados en cultivo durante una semana no
produjeron cantidades apreciables de Igs <tabla 2). La
presencia de las células CD4t fue indispensable en ambos
casos para inducir la producción. En estos trabajos el
cultivo de células E junto a las 004+ y estimuladas con
anti-CD2 en las condiciones de cultivo antes mencionadas
produjeron 2376 + 2508 ng/ml (rango 350-6500 ng/mí> de IgG
y 1861 + 1938 ng/ml (rango 250-4500 ng/mí> de IgM. Los
cultivos con células Bac—E produjeron 10431 + 6258 ng/ml
<rango 1500-19700 ng/mí) de IgO y 6608 ±5240 ng/ml (rango
480-18000 ng/mí) de IgM, una cantidad sensiblemente mayor
(figura 3, barras limpias).
La producción de Igs en los cultivos
estimulados con anti—C02 de células E o Sao-E solas se usó
como control negativo. Los cultivos en las mismas
condiciones pero añadiendo linfocitos 004+ se usaron para
obtener los valores basales de IgG e IgM en cada uno de los
experimentos. Así mismo se usó MC en lugar de antí-COZ
también como otro control negativo.
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Efecto de los linfocitos DM sobre la sroducción de
anticuerpos
En primer lugar se trató de averiguar si las
células 0W podían substituir a los linfocitos CD4+ en su
función cooperadora en la producción de Igs. Para ello se
cultivaron cantidades crecientes de células ON con células
B, o Sao-B. Las células DN fueron incapaces de inducir la
maduración y producción de Igs por las células E o Bac-E
(figura 4).
Los linfocitos DN se ha comprobado que son
activados y proliferan cuando se les expone a la acción de
la 1L2 (23). Incluso en estas condiciones, las células
preactivadas DN-ILZ tampoco fueron capaces de inducir la
producción de Igs por los linfocitos E (tabla 2 y figura 4).
A continuación se estudiaron los efectos de
las células DM sobre la maduración y diferenciación de los
linfocitos E en células productoras de anticuerpos, Al
comienzo de los experimentos se observó que se producía una
supresión de la producción de anticuerpos que era más
evidente cuanto mayor era la producción de Iga por la célula
5. Los linfocitos E previamente estimulados, o Sao-E,
producen mayores cantidades de Iga y también se vio que los
efectos supresores eran más evidentes (figura 3). En los
siguientes experimentos se usaron siempre linfocitos Bac-E,
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Los linfocitos Oil en cantidades crecientes
produjeron una progresiva inhibición de la producción de
anticuerpos por las células Sao—E en 7 diferentes
experimentos (figura 5). Cantidades entre lo’ y ío’
células/pozo, equivalentes al 1—10% de las células del
cultivo, no produjeron una supresión apreciable. Estas
cantidades se pueden considerar como fisiológicas ya que el
número que se encuentra en sujetos sanos en sangre
periférica es de alrededor del 3% de las PEMO (21). Sin
embargo, cantidades entre 2. SxlO< y SxlO’, equivalentes al
25-Set aproximadamente, si produjeron una importante
supresión. En la figura 5 se puede observar la supresión en
la producción de IgG así como la variación que hubo entre
los diferentes experimentos. El fenómeno supresivo fue el
mismo en lo referente a la producción de IgM (datos no
mostrados).
Efecto de lo. linfocito. oreaetiúapps DN—1L2 sobre la
nrodupción de anticuaron
.
Cuando las células 0W fueron tratadas
previas,ente con 1L2 se comprobó que la supresión era mayor.
Con cantidades de células Oil entre el 1-10%, la supresión en
la producción de Igo fue prácticamente total en 3 diferentes
experimentos <figura 6>, La producción de IgM se vio
afectada en la misma medida (datos no mostrados>. Este
efecto no fue debido a un consumo aumentado de 1L2 ya que la
adición de 1L2 a los cultivos celulares a los que además se
u
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había añadido células DN-1L2 produjo un incremento de la
producción de Igs más que una disminución <figura 4),
Cantidades tan pequeñas de células OH-ITa
como 10’ (0.1% del total de células del cultivo) fueron
capaces todavía de producir cierto grado de supresión en la
producción de Igs como puede verse en el experimento de la
figura 7 donde se añadieron diferentes cantidades de células
DN—1L2 a los cultivos de linfocitos 004+ y células Sao—E.
Cantidades mayores de células DW-1L2
superiores al 10* produjeron una reversión en la inhibición
de la producción de anticuerpos en 2 de los experimentos,
como puede verse en la figura 6. Este fenómeno aparentemente
es debido a que entre las células DN-1L2 existen una o
varias subpoblaciones que al activarse son capaces de
superar la supresión producida por las células fil. Esta
reversión fue una constante en los primeros experimentos
(datos no mostrados) donde la separación de las células OH
se hizo directamente de la sangre de los donantes con
cuentas inmnunomagnétícas y no mediante citofluorografía, y
donde la pureza de la población de células O» sólo alcanzaba
el 40-50%, con un porcentaje además de células nulas de
alrededor del 30%. Aunque las células nulas sólo
contaminaban las preparaciones altamente purificadas de
células Oil en cantidades inferiores al 9%, como hemos visto
antes, entra dentro de lo posible que esta pequeña
contaminación fuera la responsable del fenómeno de reversión
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(ver más abajo).
‘lampoco queda descartado que este fenómeno
sea debido a la presencia de diferentes subpoblaciones de
linfocitos DM <aBON) como veremos más adelante,
Efecto de la denleción de linfocitos DNtA o DNaB sobre la
oroducción de anticuerno
.
Se consideró, en base a que los linfocitos té
constituyen más deI. 75% de la población de células Oil
(22,23), que aquellos eran los responsables del fenómeno de
supresión observado. La eliminación mediante citometria de
flujo de la población de células DN marcadas con AcM anti-6l
tuvo un claro efecto inhibitorio sobre la capacidad
supresora de estas células (figura 8>. Para ello, se
prepararon dos poblaciones de células Oil a una de las cuales
se le habían eliminado los linfocitos cfi. Como puede verse
en la figura 8 la población de células DM produjo el efecto
supresor antes mencionado mientras que la población de
células DNa~ no fue capaz de producir el mismo efecto, todo
lo contrario, se produjo un claro aumento de la producción
de anticuerpos.
En ceta ocasión también puede verse la
reversión del efecto supresor de las células 0W con altas
concentraciones.
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Este fenómeno se confirmó en un experimento
posterior en el que se prepararon 3 poblaciones de células
diferentes. Una de células Oil, otra de DNa~ eliminando las
células tS con el anticuerpo antí-al y una última población
de células DNxB eliminando las células a~ con el anticuerpo
anti-ap <47). Como puede verse en la figura 9, en este
experimento las células OH no produjeron una buena supresión
de la producción de IgG. Sin embargo, la población de
células DNt6 si la produjo. También puede verse como las
células DNap en esta ocasión produjeron una supresión de la
producción de anticuerpos aunque claramente menor que la
producida por las células Dilcó. En este experimente no se
pudo determinar el fenotipo de las diferentes poblaciones
por el escaso número de células obtenidas tras la división
en las tres subpoblaciones mencionadas. En cualquier caso es
evidente que ambas poblaciones tenían un enriquecimiento en
sus células respectivas.
En cuanto a la producción de IgM se obtuvo un
resultado parecido. La población de células Oil sólo suprimió
a altas concentraciones mientras que la de células ONeS y
Dilcé lo hicieron a bajas concentraciones. Sin embargo, a
altas concentraciones la población de células VilaS volvió
nuevamente a estimular la producción mientras que se mantuvo
la supresión producida por las otras dos poblaciones (figura
10).
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Elisiinación del efector sunresor sor el AcM antí-tá (antí-ET
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Una evidencia posterior de que las células
ONtA son las responsables de la supresión observada se
obtuvo añadiendo AcM antí-té (anti-6l> (46) a los cultivos.
En este experimento se produjo una supresión de la
producción de anticuerpos con bajas concentraciones de
células ON-1L2 y se mantuvo a altas concentraciones. Como
puede verse en la figura 11, la adición a los cultivos del
AcM antí-té bloqueé completamente esa supresión
produciéndose incluso un aumento en la producción de
anticuerpos.
En otro experimento se pudo confirmar el
efecto inhibidor de la supresión por el AcM antí-tó en los
cultivos celulares esta vez con linfocitos OH, como puede
verse en el gráfico de la figura 12.
La adición como control a los cultivos del
AcM isotipico antí-FrE no tuvo ningún efecto en la
producción de tgs.
Efecto de las célula. mulas 003-004-008- sobre la nrodutcióa
de anticuerso
.
Como podemos ver en la figura 2, siempre hubo
un pequeño número de células nulas en las poblaciones
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purificadas de células Oil. Se estudió la capacidad de las
células nulas en la producción de anticuerpos con el objeto
de ver st estas células podían explicar el fenómeno de
reversión de la supresión que se observa con altas
concentraciOnes de células DM-ITa. En dos experimentos se
obtuvieron células nulas de las dos formas descrita
anteriormente (ver material y métodos) y se atiadieron a los
cultivos de células 5 solas o con linfocitos 004+, a
diferentes concentraciones, Previamente se habían tratado
con !L2 de la misma forma que las células Oil. En ambos
experimentos las células nulas produjeron un notable
inoremento en la producción de Ige <figura 13).
Proliferación y diferenciación d. los 11 najaN
Se estudió la capacidad de prolifereción de
los linfocitos Oil estimulados con PIJA, anti-C03 Canti-0D3
454) y ITa, y se comparó con la proliferaoión de las PBMc ~‘
linfocitos totales (después de eliminar las células
adherentes de las PBMc por su paso a través de la columna de
nylon-lana> en las mismas condiciones. En este experimento
el fenotipo de las células OH mostró un 81* dc células
CD3.C04-COB- y un 19% de células nulas. Como puede verse en
la tabla 3 los linfocitos Oil fueron los que mostraron la
mejor respuesta al estimulo con 1L2 y sin embargo la
respuesta con PilA fue bastante pobre en comparación con los
otros grupos. En este experimento se puede ver tomo la
respuesta al AcM anti-003 454 fue nula entre las células OH
II
¿5
r
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con o sin la presencia de monocitos, mientras que las otras
poblaciones celulares respondieron correctamente.
En estos mismos experimentos se analizó
también la expresión fenotipica del receptor té y de las
moléculas COS, 004 y 008 a lo largo del tiempo en los
cultivos de células Oil estimuladas con 1L2. Mientras que el
porcentaje de células OH no varió sensiblemente a lo largo
de los fi días de cultive (81% vs 84%>, si hubo variaciones
en cuanto a la expresión del ‘lCR. Al comienzo del cultivo
la preparación de células DM tenía un 56* de células té
positivas. Al quinto día de cultivo el porcentaje se había
elevado al 70% apareciendo también un 13% de células con una
sobre-expresión de dicho receptor. Al octavo día el 94% de
las células eran té positivas con un 47% de células con
sobre-expresión del receptor té. Las células negativas,
principalmente 0ila~ y células nulas, fueron disminuyendo
desde e]. 44% el primer día de cultivo, al 5% el octavo día
(figura 14). El marcador para células MX Leu—l9 no
experimenté ningún aumento a lo largo de los 8 días de
cultivo.
Los linfocitos DM alocánicos carecen de efecto sunresor
sobre la oroducoiña de las
.
En este experimento se trató de averiguar si
en este fenómeno supresivo existía o no restricción por el
MHO y por tanto si los linfocitos DM alogénicos eran
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capaces de suprimir la producción de Igs en los cultivos de
células Sao-E y 004+ autólogas.
Se añadieron linfocitos Oil de un donante a
los cultivos de células Sao-E y linfocitos C04. de otro
donante distinto. El haplotipo del MMC tipo 1 era
completamente diferente para ambos donantes como puede verse
en la figura 15. El haplotipo del MHO tipo II mostraba un
alelo común, siendo diferentes para todos los demás.
Mientras que los linfocitos DM autólogos fueron capaces de
suprimir la producción de IgO e Igil a concentraciones de
5x10’, los linfocitos Oil alogénicos no lo hicieron (figura
15).
Efecto de la deoleción de linfocitos ORcé en la supresión
vroducida por linfocitos 008+
Se obtuvieron dos poblaciones de linfocitos
008+ a una de las cuales posteriormente se la deprivó de
linfocitos ONcé mediante el AcM anti-él y posterior
separación negativa con el citofluorografo (CDBab>. Ambas
poblaciones fueron añadidas a diferentes concentraciones al
cultivo de linfocitos 004+, células Sac-B y estimuladas con
anti—0D2. Como se observa en la figura 16, la producción de
Igs en los cultivos celulares fue la misma así como la
supresión producida por las dos poblaciones de linfocitos
008+.
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DISCUSIÓN
Las células hematopoyéticas precursoras de
los linfocitos, una vez producidas en médula osea, colonizan
el tino donde se desarrollan hasta alcanzar la fase de
linfocitos P maduros del individuo adulto. En el tino, los
linfocitos embrionários sufren una serie de transformaciones
que se pueden detectar por las diferentes moléculas que se
expresan tanto en sí citoplasma como en su superficie (54>.
Las primeras células con capacidad para poblar el timo son
los timocitos 003-0134-C08-. Estas células comienzan a
expresar diversas moléculas en su superficie según van
madurando y con ello van adquiriendo la capacidad para
realizar diversas funciones.
Uno de los primeros genes en expresarse son
los de las cadenas c y 6 del ‘lCR junto a los de el complejo
003, produciéndose el linfocito cG que pasa directamente a
la perif ería como célula madura. Si el ordenamiento de estos
genes no tiene éxito, entonces comienzan a expresarse los
genes que codifican las moléculas 004 y 009 y más tarde las
cadenas a y fi del TOE produciendo los timocitos CDS+0D4+CDB+
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aBTOR+, que forman la población mayoritaria del timo. Más
tarde pierden una de las dos moléculas 004 o 0DB y quedan
convertidos en linfocitos 003+004+008- aBTCR+ o 0D3+0fl4-COB+
aBTCR+ emigrando a sangre y a los órganos linfáticos
periféricos como células maduras (rey, en 24,55), La mayoría
de los investigadores en este campo están de acuerdo hoy día
en que las células té y oS son dos lineas independientes de
linfocitos maduros (26,56,57).
Sin embargo no todos los linfocitos tienen su
origen en el timo. En ratones atimicos que presentan un
defecto congénito en el desarrollo de las células
epiteliales y por lo tanto ausencia de timo <58>, se ha
podido comprobar que con el paso del tiempo aparecen
pequeñas cantidades de linfocitos aB en órganos linfáticos
periféricos (59) y linfocitos té en mayor cantidad (60).
Existen evidencias de que parte de estas células tienen un
desarrollo independiente del timo (38,61). Los linfocitos
que se desarrollan fuera del timo no han estado sujetos a
los mecanismos de selección positiva y negativa por el que
se controla el reconocimiento de lo propio, como ocurre con
el resto de los linfocitos (62>. Esto significa que las
células 0W podrían se más fácilmente autoreactivas y estar
envueltas en el desarrollo de fenómenos de autoinnunidad
(63).
En sangre periférica la mayoría de los
linfocitos T son 004. o 008+. Aunque la función de los
- r
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linfocitos hoy día se sabe que no está invariablemente unida
a estas moléculas, los linfocitos maduros 0134+ desarrollan
en general una función cooperadora con las células E en la
producción de Igs y se les llama células 1helper” o
linfocitos T cooperadores. Por el contrario, los linfocitos
CDB+ sOn mediadores de fenómenos de supresión y de
citotoxicidad (18). Una visión más reciente muestra que el
reconocimiento del, antígeno por estos linfocitos también es
diferente siendo probablemente aquí donde radique la
diferente función de los linfocitOs. Los linfocitos 004+
reconocen al antígeno en relación con las molécula MHO tipo
II (19) mientras que los linfocitos 008+ lo hacen con las
moléculas MHO tipo 1 (20).
Con el uso reciente de la citometria de
flujo, más precisa a la hora de valorar pequeñas
subpoblaciOries de células, se han descrito la presencia en
sangre periférica de pequeñas cantidades de linfocitos
maduros que no expresan ninguna de estas dos moléculas de
superficie (21). Estos linfocitos C03+004—CD8 o OH
constituyen alrededor del 3% del tota), de los linfocitos de
sangre periférica (21-23>. Esta población de Linfocitos DM
está compuesta en su mayoría de células portadores del TOR
tipo té mientras que sólo el 25% portan el ‘lCR a~ (26-33).
El porcentaje de células DN es variable. En
nuestro trabajo la media de linfocitos CDS,C04-CD8- en
sangre periférica de sujetos sanos fue de 3.8% con un rango
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comprendido entre 0.5-7%. El 75% de los linfocitos ON
mostraron un TOR té mientras que el restante 25% tenía un
‘lCR aB. Estos datos coinciden con los de otros autores, como
hemos visto anteriormente. No obstante, existen cifras aun
mayores, que en algún caso han llegado a alcanzar hasta el
23*, sin que hubiera ninguna patología asociada (71).
Los linfocitos 0» parece que van
incrementándose en número desde el nacimiento, donde se
observan cifras muy bajas, hasta el primer año de vida donde
se alcanza la cifra que va a mantenerse durante la edad
adulta (64). La población de linfocitos ENré también cambia
con la edad. En sangre del cordón umbilical se ha comprobado
como la población de linfocitos ONcé es menor que en el
adulto (31,64>.
En sangre periférica de adultos sanos existen
dos tipos de subpoblaciones de células té mutuamente
exoluyentes v;9/v6(diferente de 1) y Vc(diferente de 9>/Val,
con un claro predominio de las primeras que alcanzan el 90*
del total (35,65—66). Por el contrario, en el cordón
umbilical hay células que expresan principalmente el subtipo
Vc281 y con el tiempo se produce un incremento de estas
células a expensas del subtipo Vc9é2 (66,64>. Se ha
comprobado que prácticamente todas las células Vt9/V62 de
sangre periférica son portadoras del fenotipo 0045PA-RO+,
mientras que las que expresan el gen VÓI son 0045RA+RO-
(69,65>. El fenotipo CO4SRA+ se ha relacionado con células
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virgenes, mientras que el 0045R0+ lo expresan aquellas
células memoria que ya han estado en contacto cOn el
antígeno (70). Esto indica que existe una expansión
preferente de las células con memoria inmunológica que usan
el gen vc9&2, probablemente en relación con una estimulación
antigénica específica.
A diferencia de los linfocitos 004+ o 008+,
las características funcionales de las células O» no son
completamente conocidas. Está descrito que la estimulación
con antí-COS, anti-002, PIJA, 1L2, 1L4 y la estimulación
alogénica las hacen proliferar de una forma parecida a como
lo hacen el resto de los linfocitos (23), aunque con algunas
diferencias apreciables entre las subpoblaciofles de
linfocitos aB y cG que constituyen la población de células
Oil. El estimulo con PIJA o con anti-C133 produce una
proliferación casi exclusiva de los linfocitos aB mientras
que cuando la estimulación se hace con ITa se produce una
notable expansión de células cG (71,72>. por otro lado, las
células cG se ha visto que responden a la estimulación con
un sólo AcM anti—0D2 <93) mientras que los linfocitos 0.0
necesitan dos diferentes anti-0D2 para su correcta
estimulación (74,51).
Las células ON en nuestro trabajo mostraron
una mayor proliferación al estimulo con 1L2 cuando fueron
comparadas con el resto de los linfocitos y con las FEMO,
como cebria esperar por el alto número de células té que
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componen esta población. Estos datos indican que las células
EN tienen una mayor sensibilidad al estimulo con 1L2 lo cual
las haría especialmente sensibles a pequeñas cantidades de
ITa, situación que ocurre en los comienzos de una respuesta
inmunológica cuando todavía el número de células activadas
no es demasiado elevado. Sin embargo, la estimulación a
través del 003 en nuestro caso no indujo ninguna
proliferación en estas células pero si en los otros
linfocitos y en las PBMO, Probablemente la diferencia
radique en los epitopos reconocidos por el Act4 antí—COS
utilizado en estos experimentos y que es distinto a otros
utilizados. No se ha profundizado en este punto debido a que
en ningún momento la estimulación de estas células por la
vía del 003 ha sido el método empleado en nuestro trabajo y
tampoco ha sido objeto de este estudio.
En lo referente a la producción de
citoquinas, los linfocitos té parece que tiene la misma
capacidad que los linfocitos ap para producir diversos tipos
de citoquinas con algunas diferencias cuantitativas (75).
Producen menos cantidades de 1L2 <75) y diferentes patrones
de producción de otras citoquinas dependiendo de los clones
de linfocitos r& estudiados.
Los linfocitos 0» estimulados con PilA o ILZ
mantienen estable su fenotipo CD3*CD4-C08— durante el tiempo
de cultivo (71>, Este dato lo hemos podido constatar cm
nuestros experimentos. En cultivos de células DM estimuladas
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con 1L2 hemos podido comprobar que son precisamente los
linfocitos Dilté los que proliferan de manera que al octavo
día de cultivo todas las células 0» muestran este fenotipo.
Esto indica que es precisamente la subpoblación de
linfocitos OMíG la que muestra una mayor sensibilidad al
estimulo con 1L2 de la que tienen el resto de las
subpoblaciones linfocitarias.
La sobre expresión del receptor té en estos
cultivos se pudo comprobar en al menos dos experimentos.
Este es un fenómeno que ocurre con algunas moléculas de la
superficie de los linfocitos que cuando son estimulados
incrementan el número de moléculas por unidad de superficie
para mostrar una mayor capacidad de reacción frente al
estimulo. Un ejemplo sencillo y bien conocido de lo que
estamos diciendo ocurre con los receptores de la 1L2 que
pasan de ser casi indetectables en los linfocitos en reposo
a expresar grandes cantidades de ellos tras la estimulación
(77). En el caso de las células té, no hemos encontrado en
la literatura ningún antecedente de este tipo y la mejor
explicación para este fenómeno observado seria la misma que
la que ocurre en el caso de la 1L2, el linfocito té aumenta
el número de moléculas del ‘lCR para un mejor reconocimiento
del ligando especifico.
Los linfocitos DM en reposo carecen de
actividad citotóxica (26,78,76). Sin embargo, después de la
estimulación con ¡1,2 estos adquieren la capacidad de lisar
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células dianas tanto MK—sensibles como NK-resistentes
(22,79,76). La capacidad citotóKioa de esta población se ha
comprobado que radica en la subpoblación de linfocitos ONcé
y que además no existe restricción por el MMC y por lo tanto
no es capaz de discriminar entre células autólogas o
alogénicas (22, 76,75). Los linfocitos DNO0 sólo muestran esa
capacidad con alguna célula diana NR-sensible y sienpre en
menor grado que las células té. No obstante, la capacidad
citotóxica de estas células parece estar ligada más a las
moléculas 008 o al fenotipo DM, que a los diferentes TOR. En
este sentido, se ha comprobado que los clones de células
0n4+ té TOR muestran una escasa actividad citotóxica en
comparación con las células DM o 008. con el mismo TCRré
(75).
Al faltarles ambas moléculas, 0134 y 008, los
linfocitos OH parece que no necesitan reconocer a su ligando
presentado por las moléculas del MHO tipo 1 o II como lo
hacen el resto de los linfocitos 7. Como vimos
anteriormente, la capacidad citotóxica de estas células no
tiene restricción por el MHO. Sin embargo, parece que los
linfocitos DM pueden reconocer estructuras diferentes como
son las moléculas coí, que aunque son diferentes a las
moléculas del MHO, pueden ser reconocidas por las células DM
haciendo una función parecida a la restricción que imponen
los antígenos ~el MHO <80>. Este reconocimiento puede tener
importantes implicaciones en la función de las células ~é
pues las moléculas coí son expresadas principalmente en
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células presentadoras de antígenos.
Recientemente se ha podido comprobar que los
linfocitos té reaccionan preferentemente a antígenos de
mycobacterias, proliferando y produciendo una expansión
clonal (81,36>. Pósteriornente se demostró que los antígenos
responsables de esta estimulación eran las proteínas del
estrés (hsp) <36>. particularmente la hsp-65 que se
comportaría como un superantigeno activando clonalmente a
las células té (82). Este tipo de proteínas está ampliamente
presente en bacterias y se mantienen de una forma casi
invariable a través de la escala filogenética, desde
organismos procariotes hasta células cucariotes (83). Las
hsp se expresan en la superficie de las células sometidas no
solamente a estímulos térmicos sino también ante cualquier
tipo de estrés, como por ejemplo el producido por la
infección y los mediadores de la inflamación (84). De esta
forma, los linfocitos té reconocerían y reaccionarían ante
células alteradas que expresan en su superficie las hsp, por
ejemplo, en el caso de células infectadas, ejerciendo una
acción de vigilacia. Esta acción de vigilancia inmune ha
sido la primera función que se le ha atribuido a los
linfocitos té <37).
Además de en sangre periférica, los
linfocitos té se encuentran distribuidos en todos los
órganos linfoides donde constituyen de una manera casi
constante entre el 1-5 % de los linfocitos (22,23,29—
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32,B5,86,rev. en 33). En los ratones se ha encontrado que
además existe un aumento de células té a nivel de mucosas,
principalmente epidermis, mucosa intestinal, vagina, útero
y lengua (3~,59,33>. Esta especial localización junto a la
capacidad para reconocer células autólogas alteradas es lo
que ha llevado a pensar que estos linfocitos pudieran
constituir una primera línea de defensa frente a la
infección (37).
Por otro lado, el hecho de que los linfocitos
aB y té constituyen dos lineas bien diferenciadas de
linfocitos y que los genes que codifican las cadenas té
aparezcan antes que los otros, ha hecho pensar a algunos
autores que las células té son una forma de inmunidad
primitiva. Más tarde y cono consecuencia de la necesidad de
una reacción más precisa frente a los antígenos externos, se
desarrollé el ‘lCR a13, con una notable especificidad frente
al antígeno (37>.
Esta teoría sobre las características
funcionales de los linfocitos té también explicaría el
pequeño repertorio del ‘lCR que se ha encontrado en estas
células, en comparación con los linfocitos T ap (34,87>.
Mientras que los linfocitos aB necesitan un amplio
repertorio para la región variable de las cadenas. del ‘lCR
con el objeto de reconocer cualquier antígeno extraño, las
células té, debido a que sólo van a reconocer determinados
antigemos con una conformación muy constante, como son las
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hsp, sólo necesitan un pequeño número de genes para
codificar el segmento variable de las cadenas r y 6
presentando por tanto un repertorio limitado. La presencia
de un limitado repertorio en estas localizaciones indica que
estos linfocitos tá son específicos frente a determinados
estímulos. Esto permitiría una respuesta inmediata frente a
una agresión sin necesidad de poner en marcha todo el
mecanismo de respuesta inmune (61).
Esto es lo que ocurriría en condiciones
normales ante una agresión, por ejemplo una infección. Pero
cono hemos dicho, las hsp muestran una analogía importante
a lo largo de la escala filogenética, de forma que cuando se
produce una reacción inmune contra estas proteínas en el
curso de una infección es posible que a su vez Se esté
desencadenando un proceso autoinnune contra las propias
proteínas del huésped (85,65). Esta reacción autoin$flune
seria la responsable de perpetuar el cuadro al producir un
aumento de la expresión de las hsp en las células dañadas y
por tanto un aumento de la respuesta inmune cerrando así el
circulo vicioso que se observa en las enfermedades
autoinjaunes.
Las células té estarían por lo tanto en
condiciones de eliminar células autólogas estresadas
incluyendo aquellas que son autoreactivas <34.37). En este
sentido, se ha comprobado como los linfocitos
intraepitelíales del ratón reconocen antígenos propios
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expresadOs en los queratinocitos vecinos y reaccionan contra
ellos de una manera no se encuentra limitada por el MMC
(89).
Los linfocitos intraepiteliales (TEL)
constituyen una población de células dentro del sistema
inmune con propiedades poco conocidas. Hay 4 subpoblaciones
de este tipo de linfocitos, definidas por la expresión del
fenotipo ODé y 008. La más común es C03+004-CDB+, con un
75%, siendo el resto de las subpoblaciones C03.CD4—CDS-
(DM>, 003+004+008— y CD3+CD4+CDB+ alrededor del 8-9% cada
una. Una gran parte da estos linfocitos (20-80*) son
portadores del ‘lCR cd (90—93,29>. En el intestino de los
ratones y de los pollos se ha visto que existe un aumento de
linfocitos cd intraepiteliales (90,91,29) aunque no se ha
podido encontrar esta misma correlación en el hombre
(94,95,85).
Algunos autores (92), en función de la
capacidad de los linfocitos cd intraepiteliales para
producir linfoquinas ILS y IEN-c piensan que pueden tener
una función inmunoreguladora asegurando una buena respuesta
inmune ante una agresión externa. Por otro lado, estos
mismos autore~ en un trabajo anterior (93> demostraron como
los cd TEL transferidos a ratones que previamente se los
había hecho - tolerantes a hematíes de caballo, eran capaces
de eliminar dicha tolerancia restableciendo la respuesta
inmune ante proteínas extrañas.
48
La función cooperadora de los linfocitos
parece que va asociada a la presencia de la molécula 004.
Como cabria esperar, las células DM al faltarles dicha
molécula carecen de esta capacidad. En este trabajo se ha
demostrado que efectivamente los linfocitos ON, tanto en
reposo como preactivados con 1L2, se han mostrado incapaces
de sustituir a los 0D4+ en su capacidad cooperadora. Estos
datos confirman los hallazgos de otros autores
(21,27,96,97).
En este trabajo hemos encontrado que las
células Oil, particularmente los linfocitos con ‘lCR té,
poseen una potente capacidad supresora de la producción de
anticuerpos, Sin embargo, para que estas células realicen su
acción en cantidades que se puedan considerar como
fisiológicas, es decir entre 1-10*, es imprescindible que
estén activadas. Cantidades de células OH en reposo entre el
25-50% fueron capaces de suprimir la producción de Igs en
nuestros experimentos. Esta cifras se encuentran bastante
lejos de lo que se puede considerar como fisiológico, que es
alrededor de un 3%. También existió una gran variabilidad,
como puede verse en la figura, dependiendo de los
experimentos y probablemente en relación con el grado de
activación de estas células en los diferentes donantes. Sin
embargo, cuando fueron preactivadas con 1L2, aunque
probablemente otro tipo de activación sea suficiente, con
cantidades fisiológicas comprendidas ente el 1-10% 5~
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produjo una importante supresión de la producción de Igs.
El mecanismo responsable de esta supresión no
ha sido estudiado todavía pero se ha visto que en los
cultivos de células Oil con linfocitos Bac-E y linfocitos Cnt
que se usaron para estos experimentos se podía observar que
aquellos en los que se producía el fenómeno supresivo no se
formaban acúmulos de células en proliferación <clusters),
mientras que en los cultivos de linfocitos Sao-E y 004 al
final del tiempo de cultivo se observaban grandes •clusters”
(Rivera 3, Horwitz 0. Datos no publicados). Esto indica que
el mecanismo de acción es a través de la inhibición de la
proliferación de linfocitos 004..
Cuando se estimula a los linfocitos, éstos
expresan en su superficie una serie de moléculas llamadas de
activación que les va a permitir realizar la función.
prevista, como hemos visto anteriormente, entre estas
moléculas se encuentran las hsp que pueden ser reconocidas
por los linfocitos ca reaccionando contra las células que
las expresan en su superficie y destruyéndolas mediante
citotoxicidad o simplemente inhibiendo su proliferación
mediante la secreción de linfoquinas. Así pues, los
linfocitos té suprimirían la producción de anticuerpos
eliminando, ~ simplemente inhibiendo, a los linfocitos 004+
con actividad cooperadora y/o a los linfocitos E activados,
productores de anticuerpos. Esta es la primera vez que se ha
ji
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demostrado que los linfocitos té cuando están activados
poseen una potente capacidad supresora de la formación de
anticuerpos.
La otra subpoblación comprendida dentro de
las células OH son los linfocitos ONaS. Su función es más
parecida a la que tienen los linfocitos 0134+ o 008+
(86,98,99). Estas células cuando están activadas se
convierten en autoreactivas proliferando bien en una
reacción autóloga de linfocitos aunque en ningún caso se
convierten en citotóxicas (100,101>. En algún caso de
proliferación casi exclusiva de estas células en síndromes
de in,nunodeficiencia en el ser humano, se ha podido
comprobar que se acompañan de fenómenos de autoreactividad
del tipo de enfermedad injerto contra huésped (102). Es poco
probable que dadas sus características estas células puedan
producir supresión.
Sin embargo, se ha demostrado que algunos
tipos de células ONaS, obtenidas de ratones recién nacidos
o de ratones irradiados con dosis letales y posteriormente
trasplantados, poseen capacidad supresora del cultivo mixto
de linfocitos en el ratón <103-106). Cabria dentro de lo
posible pensar que el efecto supresor que hemos visto en los
linfocitos OH activados fuera debido a las células DMQB. Sin
embargo en los experimentos que se hicieron deplecionando
las células Oil de linfocitos «8 o té mediante la utilización
de AcN específicos contra estos receptores, se pudo
51
comprobar que las poblaciones deplecionadas de células tá no
producían el mismo efecto supresor y que incluso en varios
de los experimentos los linfocitos Dios produjeron un efecto
estimulador de la producción de Igs.
Las células nulas CDS-CD4-CDB.- previamente
hemos demostrado que tienen capacidad estimuladora de la
producción de Igs (107). En este trabajo se ha confirmado
nuevamente este dato obteniendo células nulas de dos fornas
diferentes y mostrando en ambos casos capacidad
estimuladora. Además, en aquellos experimentos en los que la
población de células OH estaba contaminada con gran número
de células nulas, era más fácil ver un aumento en la
producción de Igs, sobre todo cuando se añadían altas
concentraciones de células.
Estos experimentos indican que el efecto
supresor se encuentra en la fracción té y que tanto las
células OWaB como las células nulas tiene capacidad
estimuladora de la producción de anticuerpos.
Hay que tener en cuenta que la población de
linfocitos 004+ que se preparaba como cooperadora de las
células E en la producción de anticuerpos, contenía el mismo
porcentaje de linfocitos DM que en sangre periférica, o
incluso aumentado por la depleción de otras subpoblaoiones
linfocitarias que se había hecho para obtener estas células
cooperadoras. Aunque esta población sólo constituyó como
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mucho el 35* de las células que se pusieron en los cultivos,
cantidades tan pequeñas como 100 células Oil estimuladas son
suficientes para producir el efecto supresor, como
previamente hemos demostrado ( ver figura 7>.
La confirmación de que el efecto SupresOr
está mediado por las células rá y no por las «13, se obtuvo
cuando se añadió AcM antí-Sí en los cultivos celulares
viéndose como se eliminaba completamente el efecto supresor.
El AcM antí-fil es un anticuerpo común para las cadenas 6 de
todas las células rá (46> por lo cual cuando se usó en los
cultivos celulares de estos experimentos, dicho AcM 55 fijó
tanto en las células OH preparadas como en aquellas que
estaban contenidas en la población de linfocitos 004. El AcM
antí-Sí probablemente bloquee el ‘lCR impidiendo el
reconocimiento del ligando especifico por parte de estas
células.
Se pudo comprobar que la función supresora de
los linfocitos té en estos experimentos necesitó del
reconocimiento del MHO en las células autólogas, como puede
verse en el experimento de la figura 15. A diferencia de los
linfocitos 0134 o 008 que reconocen al antígeno presentado
por moléculas del MMC tipo II o tipo 1 (19,20),
respectivamente, las células DM, al faltarles dichas
moléculas, reconocerían al antígeno de una forma no limitada
por el MMC. Sin embargo, existen trabajos en los que la
capacidad citotóxica de clones de linfocitos té fue inhibida
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por anticuerpos dirigidos contra el ‘lCR, lo cual demuestra
que existe restricción por el MHO en el reconociniento del
antígeno por parte de estas células (108,26,58), bien sea
por el tipo Y (108,96), como por el tipo II (109) y también
por parte de las moléculas ooí (80).
De todas fornas, la cuestión de si estas
células necesitan reconocimiento del MMC para realizar
alguna o todas de sus funciones especificas, es algo que
todavía no está completanente zanjado. Hay numerosos
trabajos donde se demuestra que el efecto citotáxico de
estos linfocitos no está restringido por las moléculas del
MHO. En estos trabajos la mayoría de las células OH
provienen de clones celulares que están muy estimulados para
mantenerse en crecimiento y esto pudiera originar su
actividad citotóxica <26,110).
Al menos por nuestros experimentos queda
claro que la capacidad supresora de los linfocitos ONré se
encuentra restringida por el MHO.
Clásicamente se ha atribuido a los linfocitos
008+ una función supresora y citotóxica (18). Recientemente,
Takahashi et al. (51) han comprobado cono las células 008*
son capaces de suprimir la producción de Igs por las células
B dependientes de los linfocitos T, con las mismas
condiciones de cultivo que se han utilizado en estos
experimentos. En este trabajo, se ha podido confirmar ese
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hallazgo.
Hay datos que sugieren que existe una
interacción entre las células té y las aB (88,111). En este
caso, las células cG controlarían la respuesta de las
células «5 a través de las linfoquinas liberadas produciendo
un efecto regulador de la respuesta inmune (92>. Por otro
lado, es curioso ver como las células té se encuentren
elevadas en dos situaciones un tanto opuestas como son los
procesos autoinmunes y los síndromes de inmunodeficiencia
(88). Para Hcloshitz <88), en ambas situaciones existe una
alteración de los linfocitos aB que dejaría libre a las
células té produciéndose la enfermedad. Esta situación
revela una clara interacción entre ambos tipos de
linfocitos.
Aquí se traté de ver si los linfocitos té
ejercían algún tipo de influencia en la supresión de la
producción de Igs por las células C08+. En el experimento de
la figura 16, se puede ver como los linfocitos COB. fueron
capaces de suprimir la producción de Igs con y sin la
presencia de las células té. Este dato indica que ambas
poblaciones tienen capacidad supresora de una forma
independiente.
Aunque no existen hoy día trabajos en la
literatura que demuestren tan claramente como lo hemos hecho
aquí la función supresora de la producción de anticuerpos
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por los linfocitos e8, hay datos, tanto a nivel experimental
en ratones, como en determinados procesos patológicos en el
ser humano, que sugieren que una de sus funciones pueda ser
esta.
En ratones a los que se ha eliminado la
población de linfocitos «E mediante tratamiento con un AcM
anti-aS lCR y que por lo tanto sólo tienen linfocitos ca,
Carbone et al. (97> han podido comprobar que la capacidad
funcional de las células B es normal aunque se encuentra
fuertemente deprimida. Por otro lado, estos animales no son
aloreactivos y aceptan injertos sin que se produzca rechazo.
(97>. Probablemente en estos ratones las células tó estén
ejerciendo algún tipo de supresión sobre la producción de
Igs por las células 5.
Los ratones infectados por vía nasal con el
virus influenza tipo A desarrollan un proceso inflamatorio
de vías altas y neumonía. En los exudados se ha podido
comprobar que existe un aumento de células té coincidiendo
con la mejoría del cuadro (112). Esto implica que las
células ra estén frenando de alguna manera la reacción
inmunológica que está teniendo lugar en las vías
respiratorias de estos ratones.
En el ser humano, en las biopsias
endomiocárdicas de trasplantados de corazón existe un
aumento significativo del número de linfocitos té que
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infiltran el tejido. Estas células sólo se pueden ver en
fases tardías cuando ha pasado el riesgo de rechazo agudo.
Se piensa que la presencia de las células té en estos
pacientes esté relacionada con la supresión del rechazo
(113).
Un paciente trasplantado de médula ósea
experimentó una expansión en sangre periférica de una
subpoblación de linfocitos ‘có. Estas células purificadas a
partir de la sangre periférica del paciente fueron capaces
de suprimir la reacción mixta de linfocitos y la respuesta
proliferativa a la estimulación con lectinas de los
linfocitos tanto del propio paciente como del donante. La
función supresora que ejercieron en este caso las células té
fue evidente <114>.
Es probable que una de las funciones de las
células té en condiciones fisiológicas sea la de suprimir la
respuesta inmune, bien sea suprimiendo la producción de
anticuerpos, como hemos demostrado en este trabajo, o bien
eliminando las células que expresan en su superficie las
hsp, como las células autoreactívas. Un cambio en su función
supresora, una disminución en su número o bien una
alteración en su interacción con los linfocitos aB podría
convertir a las células té en estimuladoras, o bien hacerlas
insuficientes frente a otras poblaciones de células
autoreactívas Por lo tanto es probable que estas células
estén jugando un papel importante en la patogénia de las
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enfermedades autoinmunes.
En este sentido, en el LES se ha comprobado
que existe un aumento de los linfocitos OHaB (40> y que
tanto éstos como los té son capaces de inducir la producción
de autoanticuerpos por las células 5 <41). En los ratones
Mfl lpr/lpr, que desarrollan espontáneamente un cuadro
inmunológico similar al LES, el hallazgo patológico más
importante es la presencia de una linfadenopatia
generalizada producida por linfocitos DilaS (115,116>. El
aumento de estas células autoreactivas se ha encontrado
también en otras cepas de ratones que desarrollan
enfermedades autoinmunes (42). En esta enfermedad parece por
lo tanto que los linfocitos OH, especialmente los aB, están
jugando un papel importante en la aparición de la
autoreactividad que la caracteriza.
Desde que Holoshitz st al. (117> aislaran un
clon de linfocitos ONrá en el liquido sinovial de un
paciente con AB, se ha intentado relacionar a estos
linfocitos en la patogénia de la AB. Algunos autores han
encontrado un aumento de las células té en los pacientes con
AR (43,118,119), mientas que otros las encuentran
disminuidas (120,121). En esta misma enfermedad, tambien se
ha encontrado una correlación entre el aumento de linfocitos
té y linfocitos 5 0135+ (43>. Estos últimos linfocitos se han
rélacionado con la producción de anticuerpos en las
enfermedades autoinmunes <122>. Por otro lado, los
5’
1
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linfocitos del liquido sinovial de pacientes con AR parece
que responden preferentemente a antígenos procedentes de
myccbaterias <117>, produciéndose una egpansión de la
población de linfocitos rá (123).
Corno vimos anteriormente, en Sangre
periférica de sujetos sanos existen dos tipos de
subpoblaciones de células té mutuamente exoluyentes
VtS/V6(diferente de 1> y Vc<diferente de 9)/Val (35,65—6S).
Tanto en la AH como en la artrosis, el 90% de las células té
de sangre periférica son Vr962 pero en la membrana sinovial
de iR se ha encontrado que son Vt(diferente de
9>/V6(diferente de 1),V6(diferente de 2), mientras que no
ocurre así en la artrosis <124). Cabe preguntarse si esta
expansión clonal de las células té que se observa en la
sinovial de la iR obedece a una necesidad de suprimir una
respuesta inmune que está teniendo lugar en las
articulaciones frente a un antígeno responsable de la
enfermedad.
La infección por el MIV se esté revelando
como algo más que una simple infección virica. En estos
pacientes se ha comprobado que existen diversas
manifestaciones reumáticas y procesos autoinnunes (125—127)
que tienen como base una alteración del sistema inniunitario
como la que se puede ver en los fenómenos de autoinmunidad.
Existen datos hoy di. que permiten pensar que en La
infección por el Vfl4 la producción de células autoreactivas
59
y de anticuerpos contra estructuras propias son responsables
en gran medida de la patogénia de esta enfermedad (128,129).
En la sangre periférica de estos pacientes se
ha encontrado un aumento de los linfocitos ON (130>,
principalmente de las células té (131) y fundamentalmente a
expensas de la subpoblación Vél.. que habitualmente está en
menor número en Sangre periférica, mostrando por lo tanto
que también existe una expansión clonal (67,132). El
significado de este aumento de las células té en la
infección por MIV tampoco está claro pero su función
nuevamente podría ser la de frenar la actividad de las
células autoreactivas y productora de autoanticuerpos que
existen en esta enfermedad.
En algunas otras enfermedades estudiadas se
ha observado también una expansión de células té. Diversos
síndromes de inmunodeficiencia (133>, la lepra y otras
enfermedades con formación de granulomas (134>, la
enfermedad celiaca <135), linfadenitis tuberculosa (81>,
mononucleosis infecciosa (136) y un caso descrito de
polimiositis cuyo infiltrado inflamatorio muscular estaba
constituido preferentemente por linfocitos ‘cfi (137). salvo
la alteración que existe en todos ellas a nivel del sistema
inmune, no existe aparentemente ningún otro dato en común.
El papel que están jugando los linfocitos Té en estas
enfermedades es también desconocido pero desde luego tanto
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el papel de vigilancia de células alteradas, como la función
supresora de la producción de anticuerpos descrita en este
trabajo son perfectamente posibles.
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CONCLUSIONES
A la vista de los resultados obtenidos en
este trabajo quedan claramente demostrados una serie de
hechos de los que podemos sacar las siguientes conclusiones
principales:
1.- Los linfocitos DM activados con 11,2 en sujetos
sanos producen una marcada supresión de la
producción de anticuerpos por las células 5, en
presencia de células 004+. Este efecto se consigue
con pequeñas concentraciones comprendidas entre el
1 y el 10%, cantidades que se pueden considerar
como fisiológicas.
a> Los linfocitos DM en reposo
también son capaces de
producir dicha supresión
aunque se necesitan mayores
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concentraciones, entre el 25
y el 50%, para producir este
efecto.
b) Los linfocitos DM, tanto en
reposo como activados,
estimulados con anti—C02 son
incapaces de inducir la
transformación de los
linfocitos B en células
productoras de anticuerpos.
Esta incapacidad también es
manifiesta en el caso de los
linfocitos s preactivados.
o> Los linfocitos DM proliferan
mejor que las PBMc o los
linfocitos totales al
estimulo con 1L2. La
estimulación con lactinas y
antí-ona muestra un efecto
contrario.
d> En los cultivos de linfocitos
Oil estimulados con 1L2 se
produce una expansión casi
exclusiva de los linfocitos
t6.
63
2.- Las células responsables de este efecto supresor
se encuentran en la subpoblación de linfocitos DM
con ‘lCR té.
a> El mecanismo de esta
supresión es a través de la
inhibición de la
proliferación de los
linfocitos C04t y/o de
células 5.
b> La capacidad supresora de los
linfocitos Diltó necesita del
reconocimiento del MMC.
o) Los linfocitos DNré en
cultivo muestran una sobre
expresión de las moléculas
del lCR té.
3,- Por el contrario, los linfocitos Oil con ‘lCR aB
producen un efecto estimulador en la producción de
anticuerpos.
4.- Las células nulas CD3-004-CD8-, después de ser
preactivadas con 1L2, también tienen capacidad
estimuladora de la producción de anticuerpos.
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5.- La capacidad supresora de los linfocitos CDB+ es
independiente de su interacción con las células
Té.
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RESUMEN
Recientemente se ha comprobado que los
linfocitos flN están elevados en las enfermedades con
características autoinmunes. En el LES además inducen a un
aumento de la producción de anti-DNA, de indudable capacidad
patogénica. En la AH también se he visto que existe una
expansión clonal. da los linfocitos té.
Las propiedades inmune reguladoras de los
linfocitos ON «5 y té en los sujetos normales no es del todo
conocida y ha sido el objetivo principal de este trabajo.
Se han aislado linfocitos DN de sangre
periférica de donantes sanos y se ha valorado su capacidad
para inducir a las células 5 a madurar y convertirse en
células productoras de anticuerpos. Para ello se han
utilizado cultivas de células 5 con linfocitos 004. come
cooperadores para la producción de ¡ge y se han estimulado
con anti-0D2. Se he medido el efecto que producen las
diferentes subpoblaciones de células ON en la producción de
¡gO e IgM.
--e—
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Los linfocitos ON activados, pero no en
reposo, produjeron una supresión marcada de la producción de
anticuerpos. Mediante estudios de depleción se pudo
comprobar que la subpoblación responsable de este fenómeno
de supresión eran los linfocitos té mientras que tanto los
linfocitos an cono las células nulas producían una
estimulación.
Este trabajo nuestra por primera vez en la
literatura que los linfocitos té poseen una potente
capacidad inhibidora de la producción de anticuerpos. La
alteración en el número o en el estado de activación de
estas células puede afectar a la capacidad supresora dando
lugar a una falta de inhibición de la producción de
autoanticuerpos como ocurre en el LES y en otras
enfermedades autoinnunes.
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TAfiLA 1:
Fenotipo de las diferentes poblaciones de
linfocitos utilizadas en este trabajo.
Subpoblación de linfocitos Ifl
COS+CD4-0D8— 87 + 9
tó 74
aB 26
C04+CDS- 86 ±3
CD4—CDB+ 85 + 4
células 3 84 + 12
Media + desviación estándar
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TASLA 2:
Producción de ¡go por células Sao-a a les que
se han afiadido diferentes tipos de linfocitos Y SC han
estimulado con anti-CD2. A diferencia de los linfocitos
CD4+, las células DN en reposo e activadas no inducen a la
producción de Igo. Resultados de 3 experimentos
representati~o~~
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TABLA 2:
(ver leyenda en la página anterior)
Producción de ¡gO (ug/ml)
Linfocitos afladidos
a las células Sao-E Medio anti-CD2
Experimento 1
Nada <0.5 <0.5
004+ <0.5 9.7
CDS+ 0U4- 008- <0.5 <0.5
0D3+ CD4- CUS- <0.5 <0.5
tratadas con 1L2
Experimento 2
Nada <0.1 <0.1
004+ <0.1 19.8
CDS+ 0D4- 008- <0.1 NO
003+ 004— 008— <0,1 <0.1
tratadas con 1L2
Experimento 3
Nada <0.1 <0.1
004+ 0.8 16.4
003+ 004- 008— MD <0.1
003+ 004- 008- <0.1 <0.1
tratadas con 1L2
~1W
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TABLA 3:
Resultado de la proliferación de diferentes tipos
de células con varios estinulos. Los linfocitos DM fueron
los que mostraron la mejor respuesta al estimulo con 1L2 y
sin embargo la respuesta con PNA fue bastante pobre en
comparación con los otros grupos.
Proliferación
Tipo de células antí-ODa Mcd. PHA 1L2
PBMc
Linfocitos
Linfocitos + sonocitos 50*
DM
DM + nonocitos 50%
12.666 551
449 723
6,237 464
508 271
523 782
44 • 201
62.473
73. 780
10. 502
30.742
3.202
2.698
4.225
6.457
8.253
Opn
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FIGURA 1:
Análisis del fenotipo de las PEMo de un
donante sano por citofluorografia. En el eje de aboisas está
representado el logaritmo de la intensidad de las células
tenidas con anti-C04 y anti-CDS marcados con fluoresceina.
En el eje de ordenadas aquellas células tenidas con anti-0b3
marcado con ficoeritrina. La población de células DM es la
que se éflcue~tta en el cuadrante 1 con el fenotipo 0D3+004-
0DB- Y constituye el 2.8% del total de PENo.
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FIOIIRA 1:
(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 2:
Uespués del proceso de separación marcando el
fenotipo de las células con diferentes AcM fluoresceinados
y separándolas por citometria de flujo, la población de
células UN alcanzó una pureza del 83* en este experimento,
como muestra el cuadrante 1. <Ver la leyenda de la figura 1)
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FIGURA 2:
(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 3;
Comparación en la producción de Ige por
células E y células preactivadas sac-B a las que se han
añadidO linfocitos 0U4+ y diferentes tipos de células DN.
Los linfocitos Sao-E produjeron mayor cantidad de igs
(columnas abiertas) y la supresión producida por las células
DN-1L2 <columnas negras) fue mayor que la de las células DN
<columnas ralladas), Datos obtenidos de un experimento
representativo.
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FIGURA 3;
(Ver leyenda en la página anterior)
COMPARACION DE LA PRODUCCION DE Iga
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FIGURA 4;
Resultados de un experimento tipo. Tanto las
células DM como las células DNIL2 fueron incapaces de
inducir la maduración y producción de ¡ge por las células
Sao-E sin la presencia de los linfocitos CU4+. En este
experimento se puede ver como grandes concentraciones de
linfocitos DN-1L2 son capaces de eliminar la supresión que
se produce a pequeñas concentraciones. También se puede ver
como la adición de 1L2 a los cultivos elimina la supresión
que producen las células DN-1L2.
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FIGURA 4:
(Ver leyenda en la página anterior)
PRODUCCION DE IGG E IGM POR DIFERENTES
CULTIVOS DE LINFOCrTOS
Sao E
Sao B+0D4
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Sao OtON 50
Sao B+0D4.ON.lL2 1
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SSO S+0D4+ON.U 50
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FIGURA 5:
Efecto de las células DM sobre la producción
~Uerpos en 6 diferentes experinentos. Sólo las altas
raciones de células DM fueron capaces de suprimir la
Lón de anticuerpos por células Sac-B. Las bajas
raciones entre 1-10%, que se pueden considerar cono
Jicas, no produjeron ningún efecto.
~~1S
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FIGURA 5:
(Ver leyenda en la página anterior)
EFECTO DE LAS CELULAS DN SOBRE LA
PRODUCCION DE ANTICUERPOS
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FIGURA 6;
Efecto de las células preactivadas DN—1L2
sobre la producción de anticuerpos. Aquí se puede ver el
fenómeno de la supresión con bajas concentraciones de
células y el fenómeno de la estimulación a altas
concentraciones. La estimulación no sigue un patrón
homogéneo como le ocurre a la supresión.
[t
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FIGURA 6:
<ver leyenda en la página anterior)
EFECTO DE LAS CELULAS DN4L2 SOBRE LA
PRODUCCION DE ANTICUERPOS
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FIGURA 7;
En este experimento se puede ver que
cantidades tan pequeñas como el 0.1% de células DN-¡L2
añadidas a los cultivos fueron capaces de producir cierto
grado de supresión.
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FIGURA 7:
(Ver leyenda en la página anterior)
EFECTO PRODUCIDO POR CRECIENTES
CONCENTRACIONES DE CELULAS DN-1L2
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FIGURA 8:
Efecto producido por la depleción de las
células tó. La población de células UN-1L2 produjo una
marcada supresión de la producción de Igs a bajas
concentraciones, Sin embargo, cuando a esa población se le
deprivó de las células té, la población resultante <DNab> no
fue capaz de producir la misma supresión.
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FIGURA 8:
<Ver leyenda en la página anterior)
EFECTO DE LA DEPLECION DE LAS CELULAS
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FIGURA 9:
Efecto producido por diferentes poblaciones
de células DM sobre la producción de ¡gO. A concentraciones
del 25%, sólo la población de células DMtS fue capaz de
producir una significativa supresión. [y
1
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FIGURA 9:
<ver leyenda en la página anterior)
EFECTO PRODUCIDO POR DIFERENTES
POBLACIONES DE CELULAS ON
SOBRE LA PRODUCCION DE lOO
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FIGURA 10:
Producción de IgM en el experimento de la
figura anterior. A altas concentraciones <25%) se observa
como las células DM inhiben la producción de IgM, la
inhibición producida por las células DNtS es todavía mayor
y, por el contrario, a esa concentración se observa un
aumento de la producción de IgM por las células DNaB.
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FIGURA 10:
(Ver leyenda en la página anterior)
EFECTO PRODUCIDO POR DIFERENTES
POBLACIONES DE CELULAS ON
SOBRE LA PRODUCCION DE IGM
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FIGURA 11:
Efecto producido por la adición al medio de
cultivo del ACM antí-tó. La supresión producida por las
células DN-1L2 es completamente eliminada por este AcM. En
alguno de los experimentos, como el de la figura, se produjo
un gran aumento de la producción de anticuerpos sugiriendo
que la estimulación de estas células vía TCR produce un
efecto diferente al que estamos estudiando.
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FIGURA 11:
(Ver leyenda en la página anterior>
ELIMINACION DEL EFECTO SUPRESOR POR EL
ANTICUERPO ANTI-GAMA DELTA
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FIGURA 12;
En esta figura también se puede ver como el
AcM antí-tó es capaz de eliminar la supresión producida por
altas concentraciones de células ON en reposo.
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FIGURA 12;
(Ver leyenda en la página anterior)
ELIMINACION DEL EFECTO SUPRESOR POR EL
ANTICUERPO ANTI-GAMA DELTA
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FIGURA 13:
Las células nulas CUS-C04-CD8- produjeron una
estimulación en la producción de anticuerpos por las células
B dependientes de los linfocitos CU4+. Las células nulas,
actuando directamente sobre los linfocitos B, no fueron
capaces de inducir la maduración y diferenciación de los
linfocitos B en células productoras de anticuerpos.
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FIGURA 13:
(Ver leyenda en la página anterior)
ESTIMULACION DE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS
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FIGURA 14:
Secuencia que muestra el fenotipo té positivo
de los linfocitos de un cultivo de células EN estimuladas
con 1L2 en los días 1, Sy 8’. En el día 10 un 56% de las
células son té, mientras que el resto son células nulas y
linfocitos ctS. Al 50 día, el 70* de las células son tO y
además hay una subpoblación que está enpresando el TCaré con
mayor intensidad. El último día de cultivo, práctioamente la
totalidad de las células del cultivo son linfocitos té.
98
FIGURA 14:
(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 15 y 15 bis:
Efecto de las células EN alogénicas en la
producción de IgO e IgM. El fenotipo de los donantes es como
sigue:
Donante 1: 124, 126, 87, 844, CWS, URS, D0w2
Donante 2: Al, 132, 88, 840, 0143, DR3, DRw2
Slientras que las células flN autólogas
produjeron supresión de la producción de anticuerpos, las
células alogénicas fueron incapaces de hacerlo.
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FIGURA 15:
(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 15 bis;
(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 16:
Comparación del efecto supresor producido por
los linfocitos CD8+ con el efecto producido por una
población de linfocitos CDS+ a los que se ha deplecionado de
células rá. En este experimento no se observaron diferencias
significativas produciendo ambas poblaciones el mismo efecto
Supresor.
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FIGURA 16:
(Ver leyenda en la página anterior>
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ABREVIATURAS
Principales abreviaturas usadas en este
trabajo.
AcM Anticuerpos monoclonales
AH Artritis reumatoide
O región Constante
cpm cuentas por minuto
U región Diversidad
DN Doble negativos
hsp proteínas del estrés
Igs Inmunoglobulinas
1L2 Interleuquina 2
3 región de Unión
LES lupus eritematoso sistémico
MO Medio completo de cultivo
MMC Complejo mayor de histocompatibilidad
PBMc células periféricas mononucleares
Sao paredes celulares de S.aureus
‘POR Receptor de la célula 1’
V región Variable
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